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@) Verfahren und Vorrichtung zur Aktivitatsbestimmung immobilisierter Mikroorganismen 
© Die Atmungsaktiyitat immobilisierter Mikroorganis- 
men wird bisher manometrisch bestimmt. Der Stoffuber- 

gang von der Gasphase in die Flussigphase kann dabei 

die mikrobielle Aktivitat begrenzen. Dampfdruckveran- 

dernde Prufsubstanzen erzeugen bei den verfugbaren Ap- 

paraluren scheinbare Sauerstoffverbrauchsraten, die 

Mefcdauer betragt mehrere Stunden, und die Gerate sind 

teuer. Mit dem neuen Verfahren werden die Atmungsakti- 

vitaten von immobilisierten Mikroorganismen ohne den 

genannten Stoffubergang bestimmt. Meftergebnisse sind 

schnell und reproduzierbar. Die Mefcapparatur ist trans- 

portabel und kostengiinstig. Das MeGverfahren gestattet 

die Ubertragung der Ergebnisse auf die mikrobielle Ab- 

bauaktivitat. 

Die Abbauaktivitat der auf Tragermaterialien immobili- 

sierten Biomasse wird submers in einer temperierten 
^ Mefczelle mit einer polarographischen Sauerstoffelektro- 
^ de uber die Atmungsrate bestimmt. Durch Bewegungen 

der in einem Tragermaterialbehalter aufgenommenen 
^ Biomasse, zusatzlich zum Ruhren mit einem Magnetruhr- 
^ kern, werden die Immobilisate mit dem in der Mefclosung 

gelosten Sauerstoff und dem Substrat homogen durch- 
^ mischt. Mit Mischsubstraten sind prinzipielle Leistungen 

der Mikroorganismen erfafcbar. 
r*** Aktivitatsbestimmung immobilisierter Mikroorganismen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung belrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Bestimmung der Abbauaktivitat. von immobilisierten 
Mi kroorganis men . 

5 Mil immobilisierten Mikroorganismen konnen Fremdsioffe aus Abluft, Abwasser und Boden bioiogisch abgebaut 
werden. Zur biologischen Abluflreinigung sind verschiedene Verfahren mil verschiedenen Tragermaterialien fur Mi- 
kroorganismen im Einsatz. Gangige Apparate sind Biofilter, Biowascher und Rieselbettreaktoren. Bisher mangelt es an 
Rahmendaten, die eine leistungsspezifische Auslegung der Apparate gestatten. um die aus industrieller Produktion in die 
Abluft emittierten, umwelt- und geruchsbelastenden Verbindungen mikrobiell zu eliminieren. Die Dimensionierung von 

10 Abluftrcinigungsanlagen erfolgt derzeit vorwiegend nach VDI-Richtlinie 3477 l\L Die Effizienz von Abluftreinigungs- 
anlagen wird bestimmt. durch die biologische Abbauaktivitat und den Reaktortyp. Bisher konnte der Anteil der biologi- 
schen Abbauleistung an der Gesamtleistung bezuglich des Stoffuberganges voni Reaktortyp jedoch nicht differenziert 
werden. 

Einen Uberblick liber die Bestimmungsmethoden der mikrobiellen Akti vital gibt Alef 121. Die Akti vital von Biomasse 

15 kann bestimmt werden durch Methoden wie (i) meist. der Atmungsaktivitat, (ii) seltener der Aktivitat unspezifischer De- 
hydrogenasen und (iii) der ATP-Konzentration oder (iv) vereinzelt der Warmebildung mittels Mikrokalorinieirie. Die 
Bestimmung der Atmungsaktivitat ist generell bevorzugt aus physiologischen und apparatetechnischen Grunden. Die 
Atmungsakti vitat kann bestimmt werden mit CVElektroden oder mit Respirometern (z. B. Warburg-Apparat, Sapromat). 
Zur Messung der Atmungsaktivitat von Biofiltermaterial und anderer mikrobiologischer Untersuchungen, bei denen 

20 der Sauerstoffverbrauch interessiert, wird bisher meist der Sapromat venvendet. Dieser ist fur die Bestimmung des BSB 5 
von Abwasserproben konzipiert. Die Bestimmung beruht auf der Messung des SauerstofTverbrauchs wahrend der Inku- 
bation einer Probe in einem geschlossenen System. Der Sauerstoff wird dem System elekirochemisch nachgeliefert, so 
dafl der Sauerstoff in dem iiber der Probe befindlichen Gasraum nicht verarmt. Die Messung ist abhangig vom Stoffuber- 
gang des Sauerstoffes von der Gasphase in die Flussigkeitsphase. Der Sapromat besteht aus einem temperaturgeregelten 

25 Wasserbad mit den MeBeinheiten, einem Steuergerat und einer Auswerteeinheit, so daB die Messungen kontinuierlich re- 
gistriert werden konnen. Der Kaufpreis des Gerates ist mit derzeit ca. DM 60.000 sehr hoch. Der Einsatz dampfdruck- 
verandernder Prufsubstanzen ist problem atisch, da scheinbare Sauerstoflfverbrauchsraten gemessen werden konnen /3/. 
Daher sind Kontrollen notwendig, die materialaufwendig durch erhohte Anzahl von MeBplatzen und zeitaufwendig 
durch MeBvorbereitung sind. Der Prufvorgang ist langwierig durch stundenlange MeBdauer. Bisher wurden die mit dem 

30 Sapromat eniuttelten mikrobiellen Atmungsaktivitaten nicht mit der Abbauaktivitat der Mikroorganismen korreliert. 

Die Atmungsaktivitat von suspendierten Mikroorganismen kann in einer MeBkammer (Rank Bros. Ltd., Cambridge, 
UK) mit integrierter Sauerstoffelektrode nach dem Clark-Prinzip (US patent 2913386) /4/ submers bestimmt werden. 
Die Bestimmung der substratabhangigen Atmungsaktivitat von immobilisierten Mikroorganismen mit Sauerstoffelektro- 
den ist bisher nicht beschrieben. 

35 Der Erfindung liegt. die Aufgabe zugrunde, die Atmungsaktivitat von immobilisierten Mikroorganismen unabhangig 
vom Stofftibergang von der Gas- in die Fliissigphase einfach, quantitativ, reproduzierbar, und kostengunstig zu bestim- 
men. Die MeBapparatur soil fur den Einsatz dampfdruckverandernder, als auch schwer wasserloslicher Verbindungen ge- 
eignet und transportabel sein. Die Atmungsaktivitat soli mil der Abbauaktivitat der Mikroorganismen korrelierbar sein. 
Bei unbekannten Substraten sollen prinzipielle Leistungen der Mikroorganismen erfaBt werden konnen. 

40 Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, daB die Atmungsaktivitat von immobilisierten Mikroorganis- 
men in einer temperierten MeBzelle mit integrierter SauerstofTelektrode submers gemessen wird. Die Tmmohilisate wer- 
den in einem Tragermaterialbehalter aufgenommen. Der geloste Sauerstoff wie das Substrat werden homogen durch- 
mischt, indem die Flussigkeit mit einem Magnetriihrkem geriihrt und der Tragermaterialbehalter vertikal bewegt wird. 
Optimal ist eine Hubfrequenz des Behalters von 0.35 s _l und eine Ruhrerdrehzahl von 700 rpm. Fur die Messung sind 

45 eine Polarisationsspannung der Sauerstoffelektrode von 0.78 V und eine GesamtmeBdauer von 2-10 min geeignet. Die 
Temperatur der MeBflQssigkeit sollte 30°C betragen. Bei unbekannten Subsu-aten werden prinzipielle Leistungen von 
Mikroorganismen mit einem Mischsubstrat erfaBt. 
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Nachfolgend wird die Erfindung anhand des Ausfiihrungsbeispiels, wie es in der Fig, 1 dargestellt ist, naher eriautert. 
Die MeBanordnung besteht aus einer lemperierbaren GlasmeBzelle (A) mit einer integrierten polarographischen Sau- 

60 erstoffelektrode (B), die mit einen Spannungsgeber (C) und einem Schreiber (D) verbunden ist. Tragermaterial mit den 
daran immobilisierten Mikroorganimen wird in dem Tragermaterialbehalter (E) aus rostfreiem Chromnickelstahl 
(1.4571) aufgenommen. Der Behalter (E) besteht aus einem Zylinder nut einem Boden und einem anschraubbaren Dek- 
kel aus Quadratmaschengewebe. Das Volumen des Tragermaterialbehalters kann durch Einschrauben von Zwischenrin- 
gen vergroBert werden. Die Fliissigphase mil dem darin gelosten Sauerstoff wird homogen verteilt durch Ruhren mit ei- 

65 nem Magnetriihrkern (F) und durch kontinuierliche Hubbewegung des Tragermaterialbehalters. Das MeBsignal ist pro- 
portional zum 02-Partialdruck in der MeBlosung. Der Behalter wird durch eine Kolbenstange (G), die an eine rotierende 
Scheibe (H) gekoppelt ist, vertikal bewegt. Der Antrieb erfolgt durch einen Motor (I), dessen Drehzahl uber einen Mo- 
torregler (K) eingestellt werden kann. Die Hubamplitude und die Hubfrequenz sind stufenlos verstellbar. Die luftblasen- 
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frei gefullte MeBkammer wird uber einen Stempel (L) mit kapillarem Steigrohr einschlieBlich einer Injektionsoffnung 
(M) nach auBen hin abgeschlossen. Das MeBvolumen ist durch Veranderung der Stempelhohe variierbar 

Der MeBansatz beeinhaltet sauerstoffgesatl.igt.en, geeigneten Puffer, z. B. 50 niM Kaliumphosphatpuffer, pH 7 2 und 
an Tragermatenal lmmobilisierte Mikroorganismen. Gemessen wird die Atmungsaktivitat bei 30°C. Das Substrat wird in 
geeigneter (mM) Konzentration eingesetzt. Die substratabhangige Sauerstoffverbrauchsrate (v) wird aus dem Volumen 
des Puffers (Pv), dessen Sauerstoffkonzentration und der iinearen p0 2 -Abnahme uber die Zeit bestimmt (Gleichung 1). 

P v 0.235 nmol 0 2 /ml 
(1) v (jamol 0 2 /min) = 



min 10 



Die spezifische Aktivitat wird ausgedruckt als verbrauchter Sauerstoff pro GewichteinheiL Protein, die volumetrische 
Aktivitat wird auf das Schiitt.volumen des verwendeten Tragermaterials bezogen. 

Mit. der beschriebenen Apparatur wurden die Atniungsraten von Mischkulturen zum Abbau von n-Butanoi Toluol und L5 
DichlormeLhan, die auf Tongranulat, Polyamid-Kugeln, gesintertem Styropor oder Aktivkohle immobilisiert'waren ver- 
messen. Dazu wurden bis zu 10 cm 3 bewachsenes Tragermaterial und 8 mM n-Butanol oder 5 mM Toluol oder 5 mM Di- 
chlormethan eingesetzt. Ebenfalls wurden die Atmungsaktivitaten von bis zu 150 cm 3 Biofiltermaterial aus industriellen 
Abluftreimgungsanlagen mit einem Mischsubstrat aus je 2 mM Glukose, Succinat, Pyruvat, Laktat und Acetat bestimmt 
Spezifische Atmungsraten bis zu 1.2 umol 0 2 min" 1 nig Protein" 1 wurden gemessen. Die volumetrischen Atmungsraten ->o 
der Mikroorganismen korreherten mit den spezifischen Abbauraten gemaB derBeladung des Tragermaterials mit den im- 
mobilisierten Mikroorganismen. 

Die erzielten Vorteile der Erfindung sind: 



- Mit dem entwickelten MeBverfahren kann iiber die Atmungsaktivitat von immobiiisierten Mikroorganismen de- 05 
ren Abbauaktivitat bestimmt werden. 

- Die Immobilisate werden in einem Tragermaterialbehalter aufgenommen und werden durch dessen Bewegung 
sowie durch Ruhren der MeBlosung mit einem Magnetruhrkern homogen mit dem in der MeBldsune eelosten Sau« 
erstoff und dem Substrat durchmischt. 

- Der StoffUbergang gas-flussig/flussig-gas entfallt, da das Substrat der Fliissigphase zugegeben wird in der der 30 
Sauerstoff gelost vorliegt. 

- Die MeBergebnisse sind quantitativ und reproduzierbar innerhalb von 2-10 min zu ermitteln. 

- Dampfdruckverandernde, als auch schwer wasserlosliche Verbindungen konnen als Substrate eingesetzt werden 

- Die gesamte MeBeinheit ist. transportabel und kostengunstig in der Anschaffung. 



Mit dem vorgestellten MeBsystem zur Bestimmung der mikrobiellen Atmungsaktivitat erzielte Ergebnisse sind im An- 
lagenbau fur die Dimensionierung von Abluftreinigungsanlagen bedeutungsvoll. Ebenfalls kann das MeBverfahren zur 
Uberwachung von Anlagen zur biologischen Abluftreinigung eingesetzt werden. Im Rahmen mikrobiologischer Verfah- 
ren zur Sanierung von Boden 1S t die Abbauaktivitat neben der chemischen Analyse des Schadstoffes direkt nachpriifbar. 
Die mikrobiologische Atmungsaktivitat aus Bodenproben ist besummbar. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren und Vorrichtung zur Aktivitatsbestimmung immobilisierter Mikroorganismen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die mikrobielle Atmungsaktivitat submers bestimmt wird in einer temperierbaren, luftblasenfrei ver- 45 
schheBbaren MeBzelle mit integrierter Sauerstoffelektrode und mit homogener Durchmischung der in einem Tra- 
germaterialbehalter aufgenommenen Immobilisate mit dem in der MeBlosung gelosten Sauerstoff und dem Substrat 
mittels Bewegung der fixierten Biomasse. 

2. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die mikrobielle Atmungsaktivitat un- 

ter Substratsattigung (nach Michaelis-Menten) gemessen wird. 50 

3. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB fluchtige, schwer wasserlosliche und 
leicht wasserlosliche Verbindungen beziehungsweise MischsubsLrate eingesetzt werden. 

4. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die MeBzelle aus Glas gefertigt ist 

5. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzcichncU daB die Bewegung des Trageniialerialbe- 
h alters cine Auf- und Abwartsbcwcgung ist 
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6. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Hubfrequenz und die Hubampli- 
tude des Tragermaterialbehalters stufenlos verstellbar sind. 

7. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Immobilisate zusatzlich durch 
Ruhren nut einem Magnetruhrkern mit MeBlosung durchmischt werden. 

8. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das MeBvolumen variiert werden 60 
kann. 

9. Verfahren und Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Tragermaterialbehalter modular 
aurgebaut ist und das Volumen verandert. werden kann. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 65 
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Abstract of DE1 971421 9 

Process and apparatus for determining the metabolic activity of immobilised microorganisms are 
claimed. The novel feature is submerged measurement, in a temperature-controlled, sealed 
measurement cell, free of air bubbles. The cell contains an integral oxygen electrode. Oxygen 
dissolved in the measurement solution, is homogeneously mixed with the substrate and immobilised 
material contained in the vessel, by moving the fixed biomass about. 
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